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Beschreibung 



Di& vorliegende Erfindung betriffl ein Verfahren zur Rei- 
nigung und gegebcoeofaUs Analyse von NukJeinsaurcn 
(DNA, RNA) aus biologischen Piioben, wobei zm Reini- 
gung der Niikleinsaure Inhibitocen fUr die gegebenenfalls 
ansdiiieSende Nuklwnsauic-, insbesondece DNA-Nach- 
weisrcaktion abgetrennt werden. 

Die Reinigung von NukleinsSurcn spiclt eine zentrale 
RoU&in der Molekularbiologie. alleni die DNA dient als 
Ausgaogsniaierial fUr genecische Analysen in dw labordia- 
gnostischen Forschung und imroulincinalSigen Einsatz, 

Die Isoiierung von NukleinsSuren wie DNA und RNA 
aus biologischen Probca, insbesondere aus Proben des 
mensclilichen K6rpers, wie zum Beispiel Blui, Koipersekre^ 
ren, Gewebeproben, Urin, Stubl u. dei^l., zum nachfolgea- 
dan Einsatz in genetiscbe Analysen kommt eine besondere 
Bedeutung zu, insbesondere izn HinbHck auf ein Screeoiog 
ia der IVnnordiagnostik sowie zur Diagnose inf^KktiQser 
Agentien wic Vireo oder Bakterien. 

So ist zum Beispiel die Analyse der DNA, die aus abge- 
scliiiferlen Danncpithelzellen von Stublproben stanunt^ von 
besondereni Interesse ziir Diagnostik kolonektaler 'Hjmoren. 

groBcm Interesse ist auch einfc Isoiierung dcrNiiklein- 
sSure aus dem VoUbluL, um die isolierte NukleinsSure eicer 
genetischen Analy.se zuganglich zu machen. 

Insbesondere soli die dabei anfallende DNA in bober 
Reinhcit vorliegcn und direkt den erforderUchMi I^lgcreak- 
tioneo unterwoifen werden konnen, 

Rine Nukleinsaure-Diagnostik unter Hinsaty. von DNA- 
Ainplifikationsansatzen, insbesondere der Polymerase^Ket- 
tenreaktion (Polymerase Chain Reaction^ im Folgcnden 
PCR abgekurzt) (s. Saiki, R., Gelfand, D. H., Stoffel, S., 
Scharf, S\.T.» Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B.. Eriich. 
HA. (1988), Science 239:487^91), erOffnet vielfSltige 
AnsatZB zu einer spezifischen und zugleich sensitiven DNA- 
Diagnosiik, z. B. von TVunoren im Fruhstadium, die nicht 
belasLend und fiir ein Screening gut geeignet sind. Aufgrund 
der insgesaint geringcn DNA-Menge, die aus einer definier- 
ten Smhlincngc isolzcft wcidcn kann, scfacincn DNA- Am- 
plifikationsans^tze wie die PCR-Technik eine geeignete Me- 
chodc zur \^rvie]fSUigung der interessierendra DNA zu 
sein. 

Haupfiscbwicrigkciton stxsllcn jcdoch luhibitracii dar, die 
bei der Anwendung gSngiger Extraktionsmediod^ gemein- 
sam mit der DNA der biologischen Probe isoliert werden, 
und die die in den DNA-AmpliQkalionsansiilzen cinzuseL- 
zenden Bnzyme inbibieren. So bat sicb herausgesoellt, daB 
die filr die PGR erfoiderliche DNA-Polymerasc inhibiert 
wixd. Insbesondere Stuhlproben und Vollserum sind kriti- 
schc blologische Ausgangsproben, da sic iiiiL relaliv groBen 
Mengen an Inhibitoren bebaftet sind. Die durch die Reini- 
gung und Isoiierung anfallende NukleinsSuie (DNA, RNA) 
soil in hoher Reiniieit vorliegen Und dixekt den erforderli- 
chen FolgereakUonen untcrworfen werden konnen. Die In- 
bibitoren mussen daher effizient und selekriv abgeci'cnnt 
werden. 

t)bliciierweise wird die DNA aus Zellen isolierC Dabei 
werden Zellen beispielsweise unter stark denaturicrcnden 
und gegebenenfalls reduzierenden Bedingungen aufge- 
scblossen. Weil verbreilet ist der AufschluB der Zellen mit 
denatuxlerenden Substanzeo, z. B. Detergenzien, und die 
Verwendung von bestimmten Enzymen zum Abbau von 
Proteinen uad Kukleinsauren. So wirdb^spielsweiseNatri- 
umdodecylsulfat (SDS) als denatuderendes Agens verwen- 
det. Proteinase K zum Abbau von Proreinea und RNase A 
zur Degradation von Ribonukldnsfiurcn (RNA). Zur voll- 
stSndigen Deoaturierung von Ftoteinen wird die DNA-hal- 



ligeLosung mir. dem oi^apisclicn Losiingsmittel Phenol ex- 
trahiert. Durch die anschlieGende Ethanolprazipitaiion er- 
folgtdie KoDzcntrienang der DNA und gleicbzeiiig dieEnt- 
fcrnung verbleibender Phenolrestje aus der deprotiiirtierten, 
5 waBrigen Losung. (Manialis, T., Fritsch, E. K and Sam- 
brook, S\ (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor University Press, Cold Spring Harbor). 

Die mit eioem solchen Verfahren gcwonnene DNA, z. B. 
aus abgeschilferten Danmepithelzelien von Sluhlproben, 
10 dgnet sich nur begrenzt fltrden Einsatz in die sich anschiie- 
Dcnden FolgereakUonen, insbesondere enzymatische Am- 
plifikationsreaktionen, wie die PCR. So beiegen jungere Da- 
ten^ daS sich nur in 103 Fallen von insgesaint 230 extcaliier- 
ten Stublproben (Effizienz von 44,7%) die DNA raittels 
15 PCR amplifizieren laiJt (V511a, E., Dugani, A., Rebecchi, 
A.M., Vignoli, A., Grottola, A., Bultafoco, R, Losi, L.. Pe- 
riiri, M., Trande, P., Merighi, A., Lerose, R, and Maneoti, E 
(1996), Gastroenterology: 110: 1346-1353). 
Deuter el al. verofifentlicbten 19^ eine Metbode zur Iso- 

20 lieiung von DNA aus Stublproben, die das beschriebene 
Verfahren zeitlicb verkOrzt und vereiufacbt CDeuler, R., 
Pietsch, R, Hertel, S. and MOUer, O. (1995), Nucl. Acids 
Res., 23: 3800-3801). Die sich im Stubl befindlicben abge- 
schilferten Dannepitbelzellen wrardcn lysicrt und mit einem 

25 Adsoibens (Kartolfelmehl oder Kartoffelstaike oderRinder- 
serumalbumin) enthaltenden Puffer extrahiert. Zum Abbau 
von Proteinen und nukleinsaurespaltendeo Enzymen vmd 
die DNA-haLtige l^Gsung mit der Proteinase K inkubiert. Die 
zeiiliche VerkOrzung dieses Verfabreas beruht darauf, daB 

30 die Phenolextraktion und anschlieGende ErhanolfXIlung 
durch die Verwendung von Zenirifugationssaulchen 
(QIAamp spin columns, QIAGEN GmbH) ersetzt werden. 
WShrend die DNA jeversibel an eine Silikamembran in der 
Saule bindet, werden stbrende Verbinduogen durch die Ver- 

35 weudung eines geeigneten Waschpuffers infolge der Wii- 
kimg von Zentrifugalkraften durch die Membran geprefit 
und somit abgercinigL Durcli Zugabe «nes geeigneten Puf- 
fers wird die gereinigie DNA infolge eines Zcntrifugations- 
scbrittes von der Saule eluierL Da sich jedoch Flussi^eiten 

40 nicht vollstSndig aus solchen Membran cn cntfcroon lasson, 
hat man immer mit ^oem Verlust der DNA-Ausbeufie zu 
rechnen. Die oacb diesem Verfahren gewonneoe DNA liegi 
nicht in ausreicbend guter Qualitat (As^o/Asso = 1>5) und 
Meogc (2fjig DNA/200mg Stublprobc) vor. Eolgcrcaktio- 

45 nen, insbesondere die PGR, erfordem cine hohe und repax>- 
duzierbarc Aasbeute der DNA-Rohpraparate unter glcich- 
zeidger iniensiver Abrcinigung sLSrender Inhibiloren. 

Die Amplifikadon eines definierten Gens/Genabscbnitts 
der nach der voa Deuter et al beschriebenen Methode pra- 

50 parierten DNA mitlels einer einfacben PCR zeigt eine Effi- 
zient von 16%. Auch durch eine nachfolgende Phenolex- 
trakdon dieser DNA ISBt sich die Amplifikationseffizienz 
nur von 16 auf 40% erhfiben. LedigUch die Anwendung ei- 
ner verschachlelleo ("nested") PCR, die sich durch eine er- 

55 boble EmpfindUchkeit und Sensitivitat, bei glcichzeidger 
Ausdiinnung potendeHer Inhibjtoren, auszeichnet (Newton, 
CJi. and Graham, A. (1 994), PGR, Spektrum Akademischer 
Vedag Heidelberg, Bundesrepublik Deutscliland), enrielt 
cine erhohteAn^iifikalionsausbeute von 66%. 

60 Es ist wiinscheoswert, die DNA in ausreichender Menge 
und in rcproduzierbar guter QualitSt zu isoiieren, so daB de- 
finierte Gene/Genabschnitie in einer einfachen, d. h. nicht 
verscbacbtelten, PCR vervielTaltigt werden konnen. Die 
Durchfuluung einer verscbacbtelten PCR zeigt sich fUr be- 

€S sclmmte Anwendungcn (2. B. rourinemSBe UntArsuchungeo 
im diagDOSttschen Labor) nacbtetlig, da bier die Rate der 
falsch PoadvcD dui^b ProduJctkoutaminationen erbdht ist 
Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht so- 
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mil in der Bereitstellung eines verbessertcn \ferfalirens 2ur 
Isolierung von Nukleinsauren (DNA, aber aucb RMA) aus 
ungereinigten biologischen Proben wie \bLlblut oder Stuhl- 
proben; dabei soU die NuldeiDsHuroin ausreiciiender Menge 
varliegcQ uod nicht mil Inhibitoren verucrBinigl sein, so daB 5 
sie direkt den erfbrd&rlichen Folgcr&akdonen unterworfen 
werden kann. 

Diesc Aufgabe wird gelost daich cin VfejrfabrcD zur Isolie- 
rung und gegebenenfalls Analyse von NuklcinsSuren aus 
biologischen Proben, wobei das Verfahren den Schritt um- tO 
faRL, daB die Nukleinsaura-halligo Probe zur Abtrennung 
von Inhibitoren fCir die gegebenenfalls anscblieOeodc Nu- 
kleinsaure-Analysereaktion niil eineni mit quartaren Am- 
nioniumgruppen xjiodifizierLen Copoiymerco aus Vinyl- und 
Divinyl-Honomeren uuige^tzi wird. L5 

Als Nukleinsaureanen konnmen sowohl DNA als auch 
RNA in Frage. Aufgrund der groBeren Bedeutung, vor allein 
aber weil NukIeins§ure-A3nplifikationsreakKonen in der Re- 
gel auf DNA-Proben aufgcbaut sind (vgl. die PCR), wird die 
Erfiodung im Folgcnden stellvcrtieiend zur Isolierung von 20 
DNA beschrieben. 

WesentlicbesMerianal der varlicgenden Hrfindung ist£o- 
mic die Verweadung ednes mit quart&reja Aminoniumgnjp- 
pen modifizicrtcn Copolymeren aus \^nyl- undDivinyl-Mo- 
nomereo, das die selektive Abreinigung der lahibitoreo er- 25 
mftglichl, iTAjr Reinigung und Isolierung der DNA. Das fqpe- 
zielle Copolymer diem dabei als Anionenaustauscher-Haiz, 
Welches ubeirascbendenveise die slofliich bisher nicht dia- 
rakterisiexten Inhibitoren stark bindet, wShread die DNA 
wesenrJich schw^ciier gehunden vvird und 5»i-nit eine effi- 30 
ziente IVermung von Inhibitoren und DNA erzielt wird. Die 
das Copolyinere aufbauendeo \^Dyl- und Divinyt-Mooome- 
ren schlieBen auch substituierte Vinyl- und Divinyl-Mono- 
mere ein. Des weiteren kOnnen die aus dem C^opolymeien 
gebildeten Harze weitere Additive cnthalten . 35 

Als Copolymer ist ein Copolymer aus aromalischen ^- 
nyl- und Divinyl-Monomeren, beispielsweise Mnylbeozol 
und Divinylbenzol, besonders gut geeigocl, wobei das <^ 
polymer auf an sich bekannte Weise durch quartSre Ammo- 
niumgruppcu modifizicn ist. Z\jr Laduogsabsattigung cnt- 40 
halt cUis (jopolymere zudem geeigncte Salzpartner, wie zum 
Beispiel Chlorid. Ausgezeichnete Resuilate hat der Eiosatz 
von Colestyramin gelieferL Colestyramia ist der intematio- 
nalo Ficinamc fiir das Plasina-Cholcstcriiispicgcl scnkcndc 
Copolymere von Styrol (\^ylbenzol) und etwa 2% Divi- 45 
nylbenzol niit in die Netzstruktur eiogeftigten quartaren 
Aininomuiiigruppen. Das ColestyrdinirHGiaaulal isl auch 
bekanat ols ein slaik bydrophiles, wasserl5sliches^ basisches 
Anionenaustauscherbarz zurBindung von GaUeDsSureo bei 
GaUensflurenverhjstsyndroineD und zur Behandlung von so 
HypercholeGUsdntiude. Der Lipidsenker CoIeslyrainiD wild 
von derPkma STADApharm veitcieben. 

Es hat sich gezeigt, dafi berdts ein eimnaliges Umsetzen 
des erfinduDgsgemal3 eingesetzten Anionenaustausciier- 
Harzes eine ausreichende selektive Abreinigung der Inhibi- SS 
(oren ermoglicbte. Die eingesetzle Menge des speziellen 
Copolymeren betr^gt vorzugswelse 10 Gew.-% und weni- 
ger, bezogen auf das Gesamtgewidn der behandelten Probe. 
Oberhaib diescr Menge besteht die Tbndenz, daB nicht nur 
die Inhibitoren, sondem auch die gewiinschtc DNA in zu- 60 
nehmendem MaBe an das Harz gebunden wird. 

Ein weiteres, uberraschendes Ergebnis eigab sich aus ei~ 
nero Vergleich zu andcrcn> basischen Anionenaustauscher- 
Harzen, wie einem PPLC-MonoQf "-System, eanem Diethy- 
laminoethyl-Harz (DEAE-Sephacell^; DB-52) oder dem 65 
Qiagcn™-Sililcamembranaustauscher. ObwohJ es sich uni 
das gleiche Prinzip eines Anionenaustausches handclt, bia- 
det das ammoniurnhaltige Copolymere aus Vinyl- und Divi- 



nyl-MonQmeren die Inhibitoren aus dem biologischen Aus- 
gangsmacerial selekiiver und effektiver, so daB die nachfol- 
genden Nukleinsaure-Analysereaktionen bcrrats bei An- 
wcndung einer einfachen PCR sdhr hobe ADiplifikationsra- 
ten erbringen. Wesendich bessete Resultate cigebea sich be- 
reits beim Einsaiz einer gedngexen Menge an Anionenaus- 
tauscber-Haiz, und femer sind eine gedngere Anzalil an £x- 
traktionsschritien erforderlich; in dci' Regel micht ein Inku- 
batiojnsschrittaus. 

Die mit der Erfindung erzielbare* selektive Abtrennung 
der Inhibi loren wird auch bei ungereinigten Ausgangspro- 
ben ejcxeicht. 

So hat sjch das erfindungsgemaBe Verfahren als beson- 
ders wirksam erwiesen bei bisher sehr probleraatischeo 
Ausgangsproben, z. B. bei VoUblut, das mit C5traL und 
EDTA oder der PCR inhibierendeo Substanz Heparin be- 
handelt wurde, so wie bei Stuhlproben, die aus der Lyse von 
im Stuhl abgeschilferten DarmepithelzeUen stammen und 
eanen bohen Anleil an nichi bekannteo Inhibitoren aufwei- 
sen. 

Bei biologischen Ausgangsproben, bei denen die zu iso- 
bejcende Nukleinsaure intrazellulSr vorliegt, wie beispiels- 
weise abgeschilferte DannepithelzeUen entiialtende Stuhl- 
proben, sind die Zellen zunSchst zu lysicnen, mn das intra- 
zeUulSre Material au&uschlieSen. 

i;)ie T.yse Htw. der AufftchluB der Zellen kann durch eine 
gleicbzeitige physikalische und chemiscbe Hnwiikung auf 
die koEperzeUenhaltige Probe erzielt werden. Das Protjen- 
material kann vor der Lyse in tiefgefborenem Zustand 
(-80**C) vorliegen. Tm T,ysq)uffer ist geeigneterweisc ein 
denaturieiendes Agens, z. B. Nattiuindodecylsulfat (SOS) 
oder andere Detergentien enthalten, welches den chemi- 
schen AufschluB der Zellen bewirkt, wahrend das Veiriihren 
der Suspension, beispielsweise mit einem automatischcaj, 
mcchanischeo Rtlhrsystem, den mechanischen AufschluB 
begOnstigt. Bei Stuhlproben hat sich gezeigt, daB bei schr fc^ 
ster Konsistenz ein kraftigcs Durchmischen der Probe mit 
einem ReagenzglasschOltler die Pdlgeanwcndungen erleich- 
terL Durch eineo Zentrifugationsschtitt kdnnen ZeUtrUm- 
mcr^ unvcrdaute Nahrungsmittclresto odox andere Makroic- 
ste entfernt werden. 

AnsclilicBend an die Lyse erfolgt die Behandlung des Nu- 
kleinsSure-haltigen Zellysats mit dem erfindungsgemfiB ein- 
gesetzten, spczicllcn Anioncnaustauschcr-Harz. Es cmp- 
^ehlt sich, das Harz in einem geeigneten Puffer, beispiels- 
weise dem Lysepuffer, vorzuquellen, um Veiluste des Volu- 
inens der wiiBiigen Nukleinsaure-Losung zu vecmeideD. 

Es bat sich gezeigt, daB eine wMBrige, bis 10 gewichts- 
%ige^ insbesondere 5 bis 10 gewichts-%ige Harzsuspension 
des Copolymeren die Inhibitoren in ausreichender Menge 
bindei und gleichzeilig die KioRzenltafion der in der waSri- 
gen L6sung vorliegenden DNA nicht oder nur unwesentlich 
herabsetzL 

Gceigneterweise steht dabei die dngesetztcn Menge an 
Copolymer-Haiz zu der Haufigkeit der Unisetzung in einem 
umgekehrten VerliMltnis. Das heiBt, bei einem reiativ hohen 
Cell alt, insbesondere bei 74 his 10 Gew.-% Harzsuspension 
in w^Brigem Medium, ist eine einraalige Umsetzung vorzu- 
zielien, wShrend im mittleren Gehaltdscieich, etwa von 2JS 
bis 7,5 Gew.-% und insbesondere um 5 Gew.-% (±1 Gew.- 
%), eane zwei- oder mehnnalige Umsetzung bessere Resul- 
tate lieferL Das vorzugsweise zu wahlende Verliaiuiis von 
Harzgehalt zu HSufigkeit der Umsetzung hangt aber auch 
von dem jeweils zu untexsuchenden Probenmaterial ab. So 
ist bei Stuhlproben dn einmaliges Umsetzen mit 10 Gew.-% 
Oder dn zweimaliges Umsetzen mit jeweils 5 Gew.-% Co- 
polymer^Harz gut geeignet.. Bei VoUbluL sind Gehaltsberei- 
che unter 5 Gew.-% voizuziehen, wobei dn zweimaliges 
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Umsetzen mir. jcweils 2,5 Gcw.-% Copolymer-Harz besoo- 
ders gut geeignel isL 

Bciin Unisetzen wird ani einfaclisten die Nuldeiosaure- 
haltige (ggf. oichi vorgcrcinigte) Probe mit dw Harz-Sus- 
pensLon veisetzl, selir gut gemischt, und daiin wicdex voni 
Copolyinercn-Harz abgetrennu Letzteres kann bequeni 
durch ein Abzentrifugieren des Harzgranulats erfolgen. 

Es hat sich heraiasgestelll, daB eioc zu baufigc Wiederho- 
lung der Extraktion, insbesondere bed hoheiii Mengenein-- 
satz von ilber 10 Gew.-%, zu ciner nachteiligen Reduzierung 
der Nukleins2ure-Menge ftlhrl. Die Ursache hierfUr bleibt 
ungfcklSrt. Es wird vennuLet, da6 das spezielle Copolymere 
zunachst die lohibitoren bindet und dadurch abgesattigt 
wird, Fehlen jedoch die Inhibitoren in der wiiBiigen L5sung, 
kann das spezielle Copoiymere aufgrund seiner Ladungsei- 
genschaftcsn verstarkt die N"ukleinsaure bindcn. 

Durcfa das erfindungsgemaBe Verfahren wixd eine ausred- 
cbende Abreinigung von Inhibitoren filr gegebeocnfalls an- 
schlieBeaide Nukleinsaure-Nachweisrealctionen uater 
gleichzeitigem Brhalr. tiner geniigend hohen Nuld^nsauipe 
CDNA)-Konzencration sichcrgestellt 

Anschliefiend an die Inhibiiorabreinigung kann die DNA 
w^ierisolicrt warden. 'Nforteilbaft ist es, hierftirzunSchsC ud- 
speziiisch wirkendeProCeinascn wie die Proteinase K cinzu- 
setzen, uin ProteinB und Nukleinsaure-spalcende Enzyme 
abzubauen. Danach erhair man eine viskose, gallcrtartige 
PlUssigkeiL Daraus wird die DNA vorzugsweise niiuels 
Phenolextraktion und anscblicBendea: Blhanolprazipitation 
aus der waGrigen Phase isolierl. Alternativ la(3l sich die 
DNA durch die Verwendung eines Detergens, beifipiels- 
weise eines chaotropen, Guanidin-haltigen Detcrgens (wie 
DNAzol^von GibcoBRL), mitanschliefieoderEthanolfSl- 
lung aus der w5(3rigen Phase isolieren. Dazu v/ird die DNA- 
haltige, iniL Proteinase K verdaute LBsuag nut dem Deter- 
gens und Etbaool versetzt und sofcrt durch einen Zentrifu- 
gationsschritt pelletiert. Da weder oiganischol-osungsmittel 
(Phenol, CZhlorofbrm) eingesetzt werden, noch inehrereZen- 
trifugalionsschritte zur Extraktion nOtig sind, ist dieses Ver- 
fahrra sehr anwendecfreundlich und zeiteasparend. Die Ver- 
wcndung von organischcn Losungsmittcln wic Plicnol odea: 
chaotropen Detergentien zur Isolierung von DNA kann al- 
Cexnativ duich den Oebraucfa von fiir diesen Zweck bekaon- 
ten ZentrifbgadonssSuIcbeo C£set2:L wczden, beispielsweise 
durch QIAamp-spin colunmsT*^ von Qiagco™. Hicrboi oig- 
net sich zur Zellyse sowohl ein Proteinase K-Verdau, fiowie 
die Vcarwendung von kominecziell erhaltUcheo Lysepufifexa 
(z. B. AVL-PulTer des QIAamp Viral RNA KHs^w von Qia- 
gen. Hepatitis C \^rus-l,ysereagenz des AmpUcoc HCV 
Kits™ der Hof&nann-La Roche AG). Bei der Verwendung 
der kauflichen Lyscpufifer erfolgt die Behandlung der Pro- 
ben unalog dem jeweiligen ProlokoU der Hersteller. 

An die Reinigung bzw. IsoKerung der DNA bzw. RNA 
konnen sich dann — je nach Wunsch — Folgeceaktionen an- 
schhefien. Die hierfUr erforderlichc Qualil^t der Nuklein- 
saureprube wird durch das erfiDdungsgemSGe Verfahren zur 
VerfUgung gesteEL Die erfindungsgemaBe Verfahrensweise 
gewShrleistet eine Preparation der NukXeinsSiire mit hoher 
Ausbeute (beispielsweise 10-15 |ig DNA pro 200 mg Stuhl- 
probe) und Reinbcit (A26C/280 = 1>7) untcr Abreinigung von 
Inhibitoren enzyntatischer Reakdonen und eriaubt es, eine 
qualitauv reproduzierbare Analytik diux:li2ufi5hren, insbe- 
sondere in Koiiibination mit enzymatischen V&rftihren zur 
AmpUfikadon von DNA. 

Es hat sich herausgestellt, daB das erfindungageinaBe ^^r-< 
fahien in besonders gOnstiger Weise mit einer PCR-Ampli- 
iikation kombiniert wcrden k&an, wobei bereits eine einfa- 
che PCZR Id 87% aller untersucht^ Stulilprobeo zum Brfolg 
fUbrte. 



Die gamSS dem erfindungsgemlUSen Reinigungs verfahren 
gereinigbe bzw. isoIierLe DNA wird vorzugs weise ein«r PCR 
unterworfen, die in Gegcnwart eines TrSgerproteios, wie 
Rinderserumalbumin (BSA), ausgefUhrt wird. Die Trager- 
5 proteinkonzentraiion wird dabei boch gewShlt, vorzugs- 
weise mehr ais 50 jig/ml. Sehr gute AinpUfikationsraten ha- 
ben sich bei 'Mgerprotein Konzcntrationen iin Bereicb von 
120-200 Hg/ml cigeben. Weiterhin wirken sich relativ hobe 
Konzentraiionen an fur die PGR erforderUchen NuldeoLiden 

10 (Desoxyribonukleosid-'IVipixjsphate), Priiner und DNA-Po- 
lymerasen wie der Tag-DNA-Polymerasc vorteiUiafi aus. 
Die Nukleoiidkonzentrationen liegen voczugsweise im Be- 
reich von 150 225 pM. Gleichzeitig UegtdiePrimerkonzen- 
tration im Bereich voc 0,75 bis 1,25 pM. Der Gehalt an 

15 DNA-Polymerase Hegt geedgneterweise im Beieich von 2,5 
bis 3 Units pro 50 pl-Ansatz. 

Die Amplifilcadon erfolgt hinsichtlich der beabsichiigten 
roudnemafiigen Anwendung im diagnostischen Labor vor- 
zugsweise durch edne eanfache PCR, in der 30-35 Tempeca- 

20 lurzyklen duichlaufen werden. 

Die Brtindung witd anhand dec nachfblgenden Beispiele 
nSher erlautert. 
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Beispiel I 

Isolierung von DNA aus einer Sruhlprobe 



200 mg iJtuhlmaterial wird fiir die Dauer von niindestens 
einer Stunde bei -80°C defgefroren, anschlieBend init 

30 600 )j1 Lysepuffer (500 mM TYis, 75 mM EDTA, 10 mM 
NaCl, 1% SDS, pH 9,0) versetzt und bomogenisiert. Die ly- 
sicrtc Probe wird 10 min. bei A^C und 6000 x g in edner Ep- 
pendorf-Tischzentriftige zentrifugiert, um grobe Stuhlparri- 
kel, Zefltrunuaiear. Baktenea und Nahrungsmittelreste abzu- 

35 trennen. Der "Oberstand wird ein zweites Mai bei 4**C, 
20 000 X g 10 min. zentrifugiert, Der DNA-hallige Uber- 
stand wird rait dem gleichen Volumen einer Colestyranoin- 
Losung (5% Colestyramin in Lysepuffer) versetzt, gut 
durciimisclit, 2 min. bei Raumtemperatur inkubiert und wie 

40 obon bcschricbcn bei 20 000 x g zcntrifugicrt. Nach cincr 
Wiederholung dieses Extraktionsschiittes wird der klare 
"Ubcrstand mit der Proteinase K (Endkonzentration 
lOOpg/nd) 2 Slunden bei 56^C inkubiert Die verdaute 
Probe wird mit dem glcnchcD \^lunicn cincr Plicnol-Chloro- 

45 form-Isoamylalkohol-Losung (25 : 24 : 1) versetzt, gut 
durchmischc und 5 min. bei Raumtemperatur und 20 000 x g 
HbzenLiifugiert. Die waBrige, obere I%ase wird ein weiietes 
Mai mit dem gleichen ^fblumea einer Chloirofbrm-Isoamyl- 
alkohol-Losung (24 : 1) versetzt und wie oben bescluieben 

50 zentrifugiert Aus der waBrigen, oberen Phase kann die 
DNA diicch eine EtbanoIpriizipiLalioD, durch Zugabe von 
1/10- Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5^2 und 2,5-fachem 
Volmnen I00%igem Bthanol, pelletiert werden. Das in 
75%igem Ethanol gewaschene und bei Raumtemperatur ge- 

55 trocknece DNA-PeUet vwrd in 100 pi desdiliertem Wasser 
gclost. Die DNA-Ausbeule betriigt 10 15 pg pro 200 mg 
Stuhlprobe mit einem A26(y280-VerhSltnis von 1,7. 5 jil dic- 
ser DNA-LosuDg werden zur Amplifikation delinierter Ge- 
nei'Gcnabschnitte in einem 50 ^-PCR-Ansatz eingesetzt 

60 Das Amplihkadonsgemificb setzt sich wie folgt zusammen: 
10inMTris-HCl,pH8,3 
50mMK:CI 
2,0mMMgCl2 
200pMjedesdNTP 

6S 160 pg/ml Rinderserumalbumin (BSA) 
1 pM jeder Primer 

23 U Tag-DNA-Polymerase pro 50 pl-Ansatz 
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Beispiel 2 

Isolierung von ]>NA aus N^Ublut 

500 CjlxaL-,Heparin- oderEDTA-Blut oder tiefgcrroiie- 5 
nes und wieder aufgetautes Blut werdcn iiutSOO pi Lysepuf- 
fer (500 mM IWs, 75 mM EDTA, 10 niM NaCl, 1% SDS, 
pH 9,0) verselzt uod gut. duichmischl. Die DNA-'haldge L6- 
suDg wird mit dem gleichen Volumen einer Coles lyiamin- 
Losiing (2^% Coiestyramin in LysepufFer) versRtzt, gur 10 
durchiiiischu 2 min. bei Raumtemperatur intcubicn und wie 
obcn beschriftbeo bei 20 000 x g zentrifugjert. Nach einex 
Wiederholung diesfcs Exiraktionsschrittjes wird der Idaps 
■Qberstand niiL der Proteinase K (Endlconzcntration 
lOOpg/nil) 2 Stunden bei 56*C inkubiert. Die verdaute L5 
Probe wird niit dcm gleicheo Volumen Phenol verselzt, gut 
durchinischt und 5 min. bei Raumtemperatur und 20 000 x g 
abzentrifugicrL Die waiBrige, obere Phase wird ein wei teres 
Mai mil dem gleichen Volumen einer Chioroforni-Isoamyl- 
aUcolxjl-LosuDg (24 : 1) versetzi und wie oben bcsclirieben 20 
zenlrifugiert Nacb effizienter Lyse aller eukaryondschcn 
und/oder prokaryontischeo ZelLen und/oder \dreD (gleich- 
zeitige Inalctivierung infektioser Pathogeoe) und durch Do- 
natuncrung und enzyinatischeo Abbau von Pcoteinen 
(gleichzeidge Bntfemung der an die Nuklelnsaure gebund&- 25 
nen PtxjteinB) kann diel!>NA aus der waBrigen, oberen Phase 
durdi eineEtbanolpraziplLalioD, duxch Zugabe voo 1/10- Vo- 
lumen 3 M Natdumacetat, pll 5,2 und 2,5-fachcm 'Volumen 
l009bigem Bthanol, pelletiert werden. Das in 75%igein Et- 
hanol gewaschene und bei RaumtjemperaUir gecrocknetA 30 
DNA-Pellet wird in 30 pi destilliertem Wasser gelOsL Die 
DNA-Ausbeute betragt 5-10 pg pro 500 pi VoUblut mit ei- 
nem A26o/28o-Verbaitnis von 1,7. 5 pi diescr DNA-LQsang 
werden zur AmpUfikation definierler Ciene/Cjenabschnitte in 
eincm 50 pl-PCR-Ansatz eiogesetzt. Das Ainplifikationsge- 35 
misch seczt sich wie folgt zusammcn: 
10mMTri8-HCl,pH83 
50 mM KCl 
2,0niMMga2 

200 jcdcs dMTP 40 
1 60 pg/ml l^indcrseramalbumin (BSA> 
1 pM jeder Primer 

2^ U T^DNA-Polymerase pro 50 pl-Ansatz 

Patentansprtiche 45 



6. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure 
nach der Uniscrzung mic dcm Copolymeren durch Phe- 
nolexlrakdoo niit ansdilie^nder AlkoliolprHzipitaiioo 
isoUert wird. 

5. Vexfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
cbe, dadurcb gekennzeichnet, daB die isolierte Nukle- 
insSure zur naclifolgenden Analyse einer Polymerase- 
Kettenreaktion unterworfen wird. 

6. Veiiahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Polymerase-Ketienieaktion in GegenwarL 
von IVSgeiprotein erfolgL 

7. Veifa^ren nach Ansprudi 6, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Tragerprotein-KDnzentration mehr a!s 
50 pg/ml betrSgt. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in der Polymerase-Ketlenreaktion fol- 
gende Konzentralionen eingesetzt werden: 
TSragerproteinlconzentration: 120-200 pg/inL 
KoDzeotraiion jedes Desoxyribonukleosid-'Iiiphos- 
phats: 175-225 pM, und 

Konzentration jedes Primers: 0,75-1,25 pM. 



1 . VerfahrBD -^ur Reinigung. gegebenenfaUs auch Ana- 
lyse, von NukleinsSuren aus biologiscben Pioben, da- 
dtu'cGli g£kennzeiG]inet, dafi das Ver&hren den SchiitL 
umfaBt, daB die Nukleinsaurehaltige Piobe zur Abtren- 50 
nung von InMbiloren fUr die gegebenenfalls anscblie- 
Bende NukXeinsaure^Analysereaktion ndt einem mit 
quartaren Ammoniumgruppen niodifizierten Copoly- 
meren aus Vinyl- und Divinyl-Monomcren inngesetzt 
wild. 55 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeicb- 
nec, dafi bei der Umsetzung der Gebalt des Copolyme- 
ren in einer Copolymer Suspenskjn 10 Gew.-9& nicht 
ubersteigL 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 60 
zeichnec, dafi das Copolymer aus aromadscben Vinyl- 
und DiVinyl-Monomeren gebildet ist. 

4. Verfahren nach Aaspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die aromadscben Vinyl- und Divinyl-Mono- 
nieren N^nylbenzol und Divinylbcnzol sind. 65 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprU- 
che, dadurch gekeonzeichnet, dafi als Copolyxnex Coie- 
styramin yerwendei wird. 
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